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より決定される（Ammann & Rizzoli, 2003）（Morris & Mandair, 2011）本研究では，骨
破断特性測定により骨破断力と骨破断エネルギーを測定し，骨強度の評価を行った． 
・骨密度（BMD; bone mineral density） 
 骨塩量を骨の単位面積（cm2）や単位体積（cm3）で除した値．平面骨密度は mg/cm2，
体積骨密度は mg/cm3の単位で表されることが多い． 
















・Female athlete triad（FAT）  
女性競技者や活動的な女性に現れるエネルギー有効性低値，月経異常，低骨密度の 3 主
徴の健康問題を指す（Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）．この 3 主徴は，単独もしく
は相互関連しながら女性の健康に悪影響を及ぼす（Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）． 
・エネルギー有効性（energy availability） 
エネルギー摂取量から運動によるエネルギー消費量を除いたものであり，運動以外の身
体機能に用いることができるエネルギー量を示したもの（Nattiv et al., 2007）．エネルギー
有効性が低値になると，生存に必要なエネルギーを確保するため，細胞の維持や成長，体





（Misra, 2014）．日本では，energy availability の訳として利用可能エネルギーという訳が
使用されることもある． 
・月経異常（menstrul dysfunction ） 
28 日前後の間隔の月経周期に乱れが生じていることを示す（Nattiv et al., 2007）．また，
月経周期の乱れのみならず，初経の遅れや月経状態には顕在化しない性ホルモン分泌異常









行っている（Nattiv et al., 2007）．競技者や活動的な女性の低骨密度状態の判断基準として，
骨密度が同世代同性平均値（Z スコア）の－1 標準偏差（SD）未満とし，更に骨の健康状
態が悪化した骨粗鬆症（osteoprosis）の判断基準を骨密度が Z スコアの－2SD 未満として
いる（Nattiv et al., 2007）．この判断基準は，World Health Organization（WHO）が定
めた，閉経後女性の「骨粗鬆症」の判断基準，骨密度が最大となる 30 歳同性平均値（T ス
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日常的に運動を行っている女性競技者における低骨密度が Female Athlete Triad（FAT）
の 1 主徴として問題視されている（Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）．本来，運動は
骨強度を高める有効な手段である．運動は骨に荷重負荷を与え，荷重負荷を骨細胞が感知
し，骨芽細胞や破骨細胞の活性や分化を調節して，骨量を増加させる（Klein-Nulend et al., 




ポーツ競技者は，非運動者よりも骨密度が高値となることが報告されている（Bennell et al., 
1997）（Duncan et al., 2002）（Greene et al., 2005）（Nichol et al., 2007）．しかし，その
一方で，日常的に荷重運動を行っている思春期女性競技者の 15%以上が低骨密度だったと
報告した研究が複数あり（Nichols et al., 2006）（Barrack et al., 2008）（Hoch et al., 2009），
本来獲得できるはずの骨密度を獲得できていない女性競技者も散見される．この女性競技
者や活動的な女性に生じる低骨密度は，アメリカスポーツ医学会により FAT の 1 主徴とし
て位置づけられ，問題提起が行われている（Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）． 
FAT とは，女性競技者や活動的な女性に現れるエネルギー有効性（細胞の維持や成長，
体温調節機能，生殖機能に用いるエネルギー）低値，月経異常，低骨密度の 3 主徴の健康
問題を示す用語であり， アメリカスポーツ医学会は FAT に対する公式見解を発表し，問題
提起を行っている （Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）（Figure 1）．この 3 主徴は，
単独もしくは相互に関連しながら女性の健康に悪影響を及ぼす（Otis et al., 1997）（Nattiv 




態となることを FAT 問題に対する最終目標としている（De Souza et al., 2014）． 
FAT の 3 主徴の問題を全て解決することが目標とされる中でも，低骨密度は解決すべき
課題であり，さらに思春期における低骨密度は予防すべき重要な課題である（Ackerman & 
Misra, 2011）．低骨密度は疲労骨折・外傷性骨折の危険因子である（Lauder et al., 2000）







少がある（Nattiv et al., 2007）．運動による高いエネルギー消費量と，食事量減少による低
いエネルギー摂取量が組み合わさることで，エネルギー有効性は低値となる．エネルギー
有効性低値は細胞の維持や成長，体温調節機能，生殖機能に用いるエネルギーを減少させ，














グネシウム，ビタミン D，ビタミン K，脂質他，多くの栄養素が関与しており（Cashman, 
2007），これらの栄養素摂取量が不足することは，骨の成長抑制や脆弱化につながる．以上
のことから，食事量減少は思春期における FAT の低骨密度の大きな要因となっている． 
思春期における FAT の低骨密度の予防策として，骨の材料となるカルシウムを多く摂取
すること（Manore, 2002）（Meyer et al., 2007）（Nattiv et al., 2007）や，エネルギー有
効性を適正に保つために充分なエネルギーを摂取すること（Nattiv et al., 2007）が考えら
れている．高カルシウム摂取が骨に与える効果について，摂食障害等の健康問題を有さな
い思春期男女においてサプリメントによるカルシウム摂取量増加は骨密度を増加させるこ
とや（Nowson et al., 1997）（Stear et al., 2003）（Prentice et al., 2005），女性長距離走者
においてカルシウム摂取量が増加すると骨密度が高くなることや骨折発症率が低くなるこ
とが報告されている（Nieves et al., 2010）．カルシウムはサプリメント製品や栄養強化食
品により手軽に摂取可能であることや，体重に影響を与えない栄養素であることから，思
春期の女性にとって受け入れやすい対策である．そのため，高カルシウム摂取は思春期に
おける FAT の低骨密度に対する予防策として効果が期待される．しかし，FAT の低骨密度
を呈する食事量が減少した女性競技者や活動的な女性において，高カルシウム摂取が骨に
与える効果を検討した報告はない．また，充分なエネルギーを摂取し，エネルギー有効性









Figure 1. The problem of low BMD in female athlete with low food intake. 
This figure is modified from the FAT position stand (Nattiv et al., 2007). 
The combination of exercise and food intake reduction has a risk of low bone strength in 
young female athletes. The combination causes low energy avialabity. Low energy 
avilabity causes menstrual dysfunction and low BMD. Additinolly, several nutrients 











細胞外基質によって構成される（Hadjidakis & Androulakis, 2006）．骨基質は，リン酸カ
ルシウムの結晶であるハイドロキシアパタイトが，Ⅰ型コラーゲンを主体とする有機成分
に沈着し石灰化した硬組織であり，骨の石灰化が構造に強度をもたらす（Golden & Abrams, 
2014）．骨は肉眼的・顕微鏡的特徴から，皮質骨と海綿骨に分類できる（Figure 2）(Willems 
et al., 2014)．皮質骨は骨の約 80％を構成し，細かく密集し，骨代謝が比較的遅く，曲げや
ねじれに高い抵抗力を持つ．海綿骨は骨の約 20％を構成し，密集しておらず網目状の構造


































る（Ammann & Rizzoli, 2003）（Morris & Mandair, 2011）．骨密度は面積や体積あたりの
無機質重量で表現される．骨密度はヒトの骨強度の指標として最も用いられ，骨密度の低
値は，骨の障害である外傷性骨折や疲労骨折の危険因子であることが報告されている






成人期以降に骨密度の低下を防ぐことが重要なこととなる（Davies et al., 2005）． 
 
1-4. 骨代謝の調節因子 





ンであり，その他にもインスリン様成長因子―Ⅰ（IGF-1; insulin-like growth factor 1）な










している（Rochira et al., 2015）．IGF-1 は骨芽細胞の増殖を刺激して骨代謝を調節する
（Davies et al., 2005）． 
また，長管骨のモデリングも成長ホルモン，IGF-1，グルココルチコイド，甲状腺ホルモ
ン，エストロゲン，アンドロゲン，ビタミン D 等の内分泌信号の複雑な回路によって調整









最大荷重を最大強度，曲線下面積をエネルギーという（Ammann & Rizzoli, 2003）．これ
らの評価項目は，骨密度や骨構造といった，骨強度の様々な決定因子を測定して治療の効
果を評価することと同様に，骨の脆弱性を評価することを可能にする（Ammann & Rizzoli, 
2003）．ヒトの骨強度の評価方法は，骨の破断は不可能であることから，WHO が骨粗鬆症






度が用いられている（Nattiv et al., 2007）．その他の骨強度の評価測定方法として，
microcomputed tomography（μCT）による骨微細構造の評価や（Benhamou, 2007）骨
標識法による骨形態計測，ラマン分光法による骨化学組成や結晶化度の評価方法などがあ






生し，骨芽細胞や破骨細胞の活性や分化を調節して骨量を増加させる（Klein-Nulend et al., 
2012）． 
ヒトを対象とした研究においても，荷重運動が骨の成長に有効なものであることが報告















て，Duncan et al.（2002）は，15 歳から 18 歳の思春期女性の非競技者，水泳競技者，自
転車競技者，走競技者，トライアスロン競技者の骨密度を比較したところ，走競技者のみ
非競技者と比較して，全身骨密度，腰椎骨密度，大腿骨頸部骨密度，下肢骨密度が高値だ




10 歳から 15 歳の女性に対し，荷重運動である跳躍運動と有酸素運動の組み合わせ運動を 9
か月間行わせたところ，腰椎・大腿骨骨塩量は非運動群と比較して高値となることが報告









り FAT の 1 主徴として位置づけられ，問題提起が行われている（Otis et al., 1997）（Nattiv 






3-1. FAT の概念 
FAT とは，女性競技者や活動的な女性にしばしば現れ，単独もしくは相互に関連しなが
ら女性の健康に悪影響を及ぼすエネルギー有効性低値，月経異常，低骨密度の 3 主徴の健
康問題である（Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）．FAT の 3 主徴は過度な運動や食事
量の減少などに起因する．アメリカスポーツ医学会は FAT の周知や早期発見，予防や治療
のため，公式見解を発表し，問題提起を行っている （Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007）． 
FAT の 3 主徴であるエネルギー有効性低値，月経異常，低骨密度とは次のような状態を
示す用語である．エネルギー有効性とは，エネルギー摂取量から運動によるエネルギー消
費量を除いたものであり，運動以外の身体機能に用いることができるエネルギー量を示し
たものである（Nattiv et al., 2007）．エネルギー有効性低値は，生存に必要なエネルギーを
確保するため，細胞の維持や成長，体温調節機能，生殖機能に用いるエネルギーを減少さ
せ，健康障害を引き起こす（Nattiv et al., 2007）．月経異常とは，28 日前後の間隔の月経
周期に乱れが生じていることや，初経の遅れや月経状態には顕在化しない性ホルモン分泌
異常の状態を示す（Nattiv et al., 2007）．低骨密度は，骨が適切な健康状態でなく骨強度の
低下や獲得抑制により，骨障害の危険性が増加した状態の指標である（Nattiv et al., 2007）．
FAT の公式見解では，骨状態の悪化について，骨折のリスクを完全に識別できる骨密度の
基準はないものの，骨密度がｚスコアの－1SD 未満の状態を低骨密度の判断基準としてい
る（Nattiv et al., 2007）．FAT 連合は，FAT の問題について早期介入することで，各主徴
が摂食障害や無月経，骨粗鬆症といった重大な最終段階へ移行することを防ぎ，全ての女
性が適正なエネルギー有効性，正常月経，適切な骨の健康状態となることを目標としてい
る（De Souza et al., 2014）． 





あることから，とくに問題視されている（Ackerman & Misra, 2011）．Barrack et al.（2011）
は低骨密度の思春期女性競技者は 3 年後も低骨密度，低骨塩量であったこと，Hartman et 





3-2. FAT の発症率 
FAT の 3 主徴の発症率について，先行研究により報告されている．Hoch et al.（2009）
は陸上競技トラック種目，クロスカントリー，バレーボール，バスケットボール，サッカ
ー，テニス，水泳，ゴルフ，ソフトボールを行っている高校生競技者 80 人を対象に調査を
行ったところ，エネルギー有効性低値［≦45kcal/kg lean body mass（LBM）］29％，月経
異常 54％，低骨密度 16％の発症率であり，2 主徴の発症率はエネルギー有効性低値＋月経
異常が 18％，エネルギー有効性低値＋低骨密度が 4％，月経異常＋低骨密度が 8％であり，
3 主徴全てを発症する者は 1％だったと報告している．2007 年に FAT の 3 主徴は現在のも
のとなったが，それ以前の 3 主徴の一つは，エネルギー有効性低値ではなく摂食異常であ
り（Otis et al., 1997）（Nattiv et al., 2007），摂食異常を 3 主徴の一つとして発症率を報告
した研究もある．Nichols et al.（2006）は陸上競技，クロスカントリー走，サッカー，ソ
フトボール，水泳，バレーボール，テニス，ラクロスを行っている高校生競技者 170 人を
対象に調査を行ったところ，摂食異常 18.2％，月経異常 23.5％，低骨密度 21.8％であり，
5.9％が 2 主徴を，1.2％が 3 主徴全てを有していたと報告している．Torstveit et al.（2005）
はノルウェーの一流女性競技者 186 人を対象に調査を行ったところ，2 主徴の発症率は摂食
異常＋月経異常が 26.9％，摂食異常＋低骨密度が 10.2％，月経異常＋低骨密度が 5.4％で
あり，3 主徴全てを発症する者は 4.3％だったと報告している．Barrack et al.（2008）は
13 
  
月経異常と低骨密度の 2 主徴の調査報告であるが，13～18 歳の思春期女性クロスカントリ
ー走者 93 人を対象に調査を行ったところ，月経異常 25.8％，低骨密度 39.8％だったと報
告している．これらの報告から，FAT の 3 主徴全てを発症する者の割合は 1.0～4.3%と高
くはないが，3 主徴のどれか一つ以上を発症する者の割合は高く，とくに解決すべき問題と
される思春期女性競技者の低骨密度の発症率も 16～39.8％と高い． 
また，男性でも FAT の 3 主徴に類似した症状を有する者が報告されている．De Souza et 
al. (1994)は，一週間当たりの走行距離が 50~90 マイルの男性長距離走者に栄養調査, 性ホ





















（Maïmoun et al., 2014）（Misra, 2014）．Loucks & Thuma（2003）の研究では，若年女
性を対象に 5 日間，三大栄養素エネルギー摂取比率を固定した食事制限と運動によりエネ
ルギー有効性を 45 kcal/kgLBM/day，30 kcal/kgLBM/day，20 kcal/kgLBM/day，
10kcal/kgLBM/day の 4 パターンに分け，ホルモンおよび骨代謝マーカーの変化を観察し






































中エストラジオール濃度と骨吸収マーカーである尿中Ⅰ型コラーゲン架橋 N - テロペプチ
ド（NTX; N-terminal telopeptide）濃度の減少は 10kca/kgLBM/day 群のみ生じ，血中イ
ンスリン濃度と骨形成マーカーである血中 I 型プロコラーゲン C -プロペプチド（PICP; 




































4-4. FAT の 3 主徴の関連のまとめ 
 以上の先行研究から，エネルギー有効性低値，月経異常，低骨密度は各主徴間で関連し
ていることがわかる．調査研究によると，3 主徴全てを有する者は 1～5.4％と多くはない







少がある（Nattiv et al., 2007）．充分な食事摂取による栄養素摂取は，健康の維持や成長，






障害を有する者は，健常者に比べて骨塩量の増加がすくないこと（Soyka et al., 2002）や，













（Coelho et al., 2014）．また，体重階級別競技や持久的競技，審美的競技では，体重の減
量行為が行われることがあり（Fogelholm, 1994），その方法としてエネルギー摂取制限が































密度を増加させたと報告されている（Nowson et al., 1997）（Stear et al., 2003）（Prentice 
et al., 2005）．カルシウム補給の効果は，カルシウム摂取量が少ないザンビアの思春期前の
男女においても骨塩量，骨密度を増加させたと報告されている（Dibba et al., 2000）．これ
らのことから，カルシウム摂取量を高めることが，女性競技者の骨密度を高める策として







8. FAT の骨問題に関連するラットを用いた研究 
8-1. FAT の骨の研究におけるラットの有用性 
FAT の骨の悪化状態やそれに対する予防策の研究を行うにはラットを用いることが有効










 これまでのラットを用いた骨に関する研究において，運動の効果の検討（Newhall et al., 
1991）（Shiga et al., 2003）（McVeigh et al., 2010）（Ahles et al., 2013）や食餌制限の影
響の検討（Talbott et al., 2001）（Hawkins et al., 2010）（Joshi et al., 2011）を行う際に，
大型で発育が良い Sprague-Dawley（SD 系）ラットが多く用いられている．さらに，近年
では，成熟期 SD 系雌ラットを用いて，走運動下での食餌制限が骨に与える影響の検討がさ








発育期または若年期とされ（Newhall et al., 1991）（McVeigh et al., 2010）（Ahles et al., 
2013），16 週齢以降を成熟期（Dimarco et al., 2007）（Swift et al., 2012）（Yanaka et al., 
2012）と表現されている．De Moss & Wright（1998）は性と種族別の骨成長の違いを 4
週齢，8 週齢，16 週齢，24 週齢のラットを用いて検討した研究の中で，SD 系雌ラットの
骨乾燥重量と骨カルシウム量は，8 週齢と比較して 16 週齢において高値となるが，16 週齢
と 24 週齢に違いは見られなかったことを報告している．また，Sengupta（2013）はラッ
トとヒトの年齢の関連について論じたレビュー上で，離乳の観点から 3 週齢時を離乳期，










強度を高値とし（Shiga et al., 2003）（Hattori et al., 2014），大腿骨・脛骨骨密度を高値と
した（Newhall et al., 1991）（Shiga et al., 2003）（Hattori et al., 2014）ことが報告され
ている．雌ラットにおける自発走運動は，発育期雌ラットにおいて大腿骨乾燥重量，脛骨
骨梁厚を高値とした（Holy & Zérath, 2000）と報告されている．一方で，成熟期雌ラット
における自発走行動は，脛骨骨密度を高値としたとする報告（Omi et al., 1994a）と，大腿
22 
  
骨骨塩量，骨密度，骨質に影響を与えなかったとする報告がある（Yanaka et al., 2012）．
トレッドミル走運動は，発育期雌ラットにおいて 25m/min×60min のトレーニングを週 5
日行わせて 11 週間飼育したところ，脛骨骨塩量は高値を示したが，腰椎・脛骨骨密度に影
響を与えなかったとする報告（Iwamoto et al., 2004）や，成熟期雌ラットにおいて 25m/min
×45min，斜度15％のトレーニングを週3日行わせて12週間飼育したところ，脛骨骨塩量，
骨密度，骨形態に影響を与えなかったとする報告がある（Swift et al., 2012）．また，落下
運動を用いた研究では，発育期雌ラットにおいて 45cm の高さから落下を 1 日 10 回，週 5
日行わせて 8 週間飼育したところ，尺骨骨密度や骨梁厚が高値を示したと報告されている
（Welch et al., 2008）．その他，負荷つき梯子登り（Ahles et al., 2013）や水中運動（McVeigh 
et al., 2010）も，骨強度や骨量を高めたことが報告されている．また，骨長について，発
育期雄ラットにおける自発走運動は骨長を高値とした報告（Newhall et al., 1991）や影響
を与えなかったとした報告（Hattori et al., 2014）があり，見解が一致してない．落下運動






















密度の違いは確認されなかったと報告している．Dimarco et al.（2007）は，18 週齢雌ラ
ットにおいて，自発走運動下で 30％食餌制限を施し 13 週間飼育したところ，大腿骨・脛骨
骨塩量は自由摂食群と比較して低値を示したが，大腿骨・脛骨骨密度は有意な差は認めら
れなかったと報告している．一方で，同条件で飼育行った Yanaka et al.（2012）は，大腿
骨骨密度は自由摂食群と比較して食事制限群は低値を示したと報告している．雄ラットに
おける自発走運動下での 30％食餌制限は，発育期では大腿骨強度，脛骨骨密度を低値とす
るが，成熟期では骨強度にほとんど影響を与えないことが Hattori et al.によって報告され
ている（Hattori et al., 2013）（Hattori et al., 2014）．これらの先行研究は，ラットの週齢
によって運動下の食餌制限の影響が異なることを示唆するものである． 
Swift et al.（2012）のトレッドミル走を用いた研究では，16 週齢雌ラットにおいて，ト












る（Cifuentes et al., 2002）．カルシウム吸収量が不足すれば，骨の材料不足となり，低骨
塩量，低骨密度に繋がる．食餌制限，エネルギー制限が血中ホルモン濃度に与える影響に
ついて，骨吸収を抑制するエストロゲンは，成熟期雌ラットにおいて安静条件の食餌制限
では有意な影響は認められず（Talbott et al., 2001）（Cifuentes et al., 2002）（Hawkins et 
al., 2010），運動条件下の食餌制限により低値となったと報告されている（Dimarco et al., 
2007）（Swift et al., 2012）．骨形成を促進する IGF-1 は，発育期雌ラットにおいてエネル
ギー制限により低値となったと報告されている（Joshi et al., 2011）．一方で，腸管カルシ
ウム吸収を高め，骨吸収を促進する PTH は，成熟期雌ラットにおいて安静条件でエネルギ
ー制限を施しても有意な差は認められなかった（Talbott et al., 2001）（Cifuentes et al., 
2002）（Hawkins et al., 2010）と報告されている． 
単一の栄養素摂取制限が骨状態を悪化させることも報告されている．Takeda et al.（2012）
は，6 週齢雄ラットにおけるタンパク質摂取量 50％制限食による 10 週間の飼育は，安静，
トレッドミル走運動の両条件下において，大腿骨強度を低値としたことを報告している．
Talbott et al.（1998）は，発育期と高齢期の雌ラットにおいて餌中カルシウム含有量が 0.5%
と 0.1%の群に分け 9 週間飼育したところ，骨密度は，発育期，高齢期ともに 0.5%群と比
較して 0.1%群は低値を示したと報告している．Kaastad et al.（2001）は 24 週齢雌ラット
におけるビタミン D 欠乏食による 12 週間の飼育は，大腿骨骨密度を低値としたことを報告
している．Norazlina et al.（2004）は 12 週齢雌ラットにおけるビタミン E 欠乏食による
12 週間の飼育は，腰椎カルシウム量を低値としたこと，Rude et al.（2006）は 6 週齢雌ラ
25 
  












出手術による骨の脆弱化は，発育期である 6 週齢雌ラットの手術後 3 ヶ月間飼育において
















et al.（1998）の研究以外にも多く行われている．Creedon & Cashman（2001）は，発育
期雌ラットにおいて餌中カルシウム含有量を 0.2%，0.5%，2.0%の群に分け 3 週間飼育した

























FAT の 1 主徴である低骨密度を有する競技者が存在する．走運動を行う思春期女性競技者
では，骨密度が高値になることと，低値になることの両方が報告されている． 













































【研究課題 1】発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルの作成 















【研究課題 2】発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対する高カルシウム摂取・
エネルギー充足の予防効果の検討 





ットにおける FAT の低骨強度モデルに対する高カルシウム摂取の予防効果を検討した．  
 
研究課題 2-2. 発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対するエネルギー充足の予
防効果の検討 








研究課題 2-3. 発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対する高カルシウム摂取・エ
ネルギー充足併用の予防効果の検討 








Ⅳ章 研究課題 1 





























が報告されている（Talbott et al., 2001）（Mardon et al., 2009）（Hawkins et al., 2010）．
さらに，成熟期雌ラットにおいて，自発走運動下の食餌制限は低骨塩量（Dimarco et al., 
2007）や低骨密度（Yanaka et al., 2012）を引き起こすことが報告されている．しかし，
それらの先行研究では，骨強度の評価は行われていない．一方で，発育期雄ラットにおい










運動の影響が検討されていないためである（Dimarco et al., 2007）（Yanaka et al., 2012）
（Swift et al., 2012）．発育期雄ラットにおける走運動下の食餌制限が低骨強度を引き起こ



























 実験計画を Figure 3 に示した. 7 週齢の SD 系雌ラットを 1 週間の予備飼育後に，安静群
（SED 群，n=8）， 運動群（EX 群，n=8）に分け， 12 週間の飼育を行った． EX 群の運
動は回転車ケージ（1m/回転，Figure 4）を用いた自発走運動を行わせ，走行距離は 24 時






























Table 1. Compositions of the experimental diet. 
 
Compositions of the experimental diet were determined as previous study (Suda et al., 1970). 
Normal diet contained 0.6% Ca and 0.6% P. 
1
Casein contained 0.22mg calcium/g and 4mg phosphorus/g. 
2 
The water-soluble vitamin mixture(in%): thiamin, 0.5; riboflavin, 0.5; pyridoxine, 0.5; calcium 
pantothenate, 2.8; nicotinamide, 2.0; inositol, 20.0; folic acid, 0.02; vitamin B12, 0.002; biotin, 0.01; 
and glucose monohydrate, 73.7. 
3 
The rats received a supplement of the following oil –soluble vitamins in cottonseed oil three times a 
week: β-carotene, 70μg; 2-methyl-1.4-naphthoquinone, 105μg; α-tocopherol, 875μg; and vitamin D3, 
525IU. 
4 
Ca- and P-free salt mixture(in%): KCl, 57.7; NaCl, 20.9; MgSO4, 17.9; FeSO4･7H2O , 3.22; 
CuSO4・5H2O, 0.078; NaF, 0.133; CoCl2・6H2O, 0.004; KI, 0.01; MnSO4・5H2O, 0.06; ZnSO4・7H2O, 







走行距離は毎日，体重および飼料摂取量は 2 日ごとに測定した．解剖時には 12 時間前か
ら絶食を行った．解剖はジエチルエーテル麻酔下で行い，血液，腰椎，左右の大腿骨およ

















DR200, Yamamoto Inc, Tokyo）中で 24 時間乾燥後秤量し，乾燥重量（Dry weight）を求






大腿骨破断強度は既報に従い，骨破断特性測定装置（DYN-1255, IIO DENKI, Tokyo, 
Japan）により，支点間距離 1cm，プランジャースピード 100mm/min，フルスケール 50kg，
チャートスピード 120cm/min の条件で大腿骨の骨幹部中央を破断し，骨強度を示す骨破断






積，骨密度を求めた．測定は DXA 法測定装置（Aloka DCS-600R）を用いて行った（Omi 
et al., 1994a）．腰椎は第 3-6 腰椎を解析した．脛骨は脛骨全体の他，脛骨全長を 5 分割し，




データは全て mean±SE で表した．また，統計ソフトは SPSS（version 19.0 J; SPSS Inc, 








摂食量，走行距離，エネルギー有効性を Table 2 に示した．摂食量，エネルギー摂取量は，
SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示した． 
 
Table 2. Food intake, running distance, and energy availability. 
 
Values are expressed as means ± SE. The values are expressed as the means of average of entire 
experimental period. # p<0.05 for vs. SED group. 
1
 Energy intake was calculated by multiplying the amount of daily food intake in grams by the 
energy content of the food (3.73 kcal/g ). 
2
 Exercise induced energy expenditure from daily wheel running was calculated as 5.0 kcal/kg body 
weight times kilometers run (Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989). 
3 











体重，臓器重量を Table 3 に示した．実験開始時体重，足底筋，子宮重量，副腎重量，胸
腺重量は両群間に有意な差は認められなかった．最終体重，腹腔内脂肪重量は，SED 群と
比較して EX 群が有意な低値を示した．ヒラメ筋重量は，SED 群と比較して EX 群が有意
な高値を示した． 
 
Table 3. Body weight and internal organ weight. 
 
Values are expressed as means ± SE. The value of initial body weight is expressed as the initial of 
the experiment, and the values of others are expressed as the means at the end of the experiment.  












大腿骨破断力，大腿骨破断エネルギーを Figure 5 に示した．大腿骨破断力，大腿骨破断
エネルギーは，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示した． 
 
 
Figure 5. Breaking force and energy of femur. 
A: Breaking force of femur.  B: Breaking energy of femur 













腰椎骨密度，脛骨骨密度を Figure 6 に示した．腰椎骨密度，脛骨総骨密度，脛骨近位部
骨密度，脛骨骨幹部骨密度は両群間に有意な差は認められなかった． 
 
Figure 6. BMD of lumbar spine and tibia. 
A: BMD of lumbar spine.  B: BMD of total tibia. C: BMD of proximal metaphysis tibia. D: BMD 











を Table 4 に示した．大腿骨湿重量，大腿骨乾燥重量，大腿骨灰化重量，大腿骨長，大腿骨
長径，大腿骨短径，腰椎骨塩量，腰椎骨面積，脛骨近位部骨面積は両群間に有意な差は認
められなかった．脛骨総骨塩量，脛骨総骨面積，脛骨近位部骨塩量，脛骨骨幹部骨塩量，
脛骨骨幹部骨面積は，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示した． 
 
Table 4. Bone weight, bone size, BMC, and bone area. 
 









 自発走運動を行わせた EX 群の走行距離は，9.0±1.1km だった（Table 2）．この走行距
離は，骨の研究で用いられるトレッドミル走運動の走行距離が 1～2km であること




（Takeda et al., 2012），成熟期雌ラットにおける斜度 15％で 27-30m/min×45min のトレ







ラットおいて大腿骨強度を高値としたことは報告されている（Shiga et al., 2003）（Hattori 
et al., 2014）．しかし，発育期雌ラットにおいては，自発走運動は大腿骨骨量を高めたこと













し，大腿骨長や大腿骨灰化重量を低値としたことや（Takeda et al., 2012），成熟期雌ラッ



















 実験計画を Figure 7 に示した. 7 週齢の SD 系雌ラットを 1 週間の予備飼育後に，安静群
（SED 群，n=8）， 運動群（EX 群，n=8），安静‐食餌制限群（SED-FR 群，n=8），運動
‐食餌制限群（EX-FR 群，n=8）に分け， 12 週間の飼育を行った．運動条件，食事組成，
飼育室環境は研究課題 1-1 と同様の方法を用いた．食餌制限群の摂食量は，SED 群の 70％








研究課題 1-1 と同様に行った．加えて，本飼育 79 日目にラットを代謝ケージ（Figure 8）




Figure 8. Metabolic cage. 
 
3-2-Ⅲ. エネルギー有効性の算出 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅳ. 走行周期の評価  
性周期と関連して，走行距離の増加する日が 4～5 日に 1 度生じる走行周期を有するかを
調査するため，走行距離に対しスペクトル解析を行った．  
まず，解析対象を実験開始後 30 日以降の走行距離を解析対象にした．先行研究により運






ード分解は，信号を固有モード関数（IMF; Intrinsic mode function）と呼ばれる狭帯域か
つトレンド成分を持たない信号の和に分解する手法である（Huang et al., 1998）．その後，
最大エントロピースペクトル分析法を用いて，走行周期パワースペクトルを推定した．最
後に，局所スペクトルパワーに影響を与える総合スペクトルパワーの個体間差を除去する
ため，総合スペクトルパワーにおける 0.2～0.3 ヘルツ（4～5 日周期）スペクトルパワー割
合を算出した．0.2～0.3 ヘルツのスペクトルパワー割合を算出した理由は，先行研究にお
いて，雌ラットは 4～5 日の性周期に合せて，4～5 日に 1 度の発情後期に走行距離の増加
が観察されているからである（Wang, 1923）（Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989）
（Dimarco et al., 2007）．もし，4～5 日に 1 度毎に周期的に走行距離が増加したら，総合
スペクトルパワーにおける 0.2～0.3 ヘルツスペクトルパワー割合は高くなる．対照的に，





研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅵ. 大腿骨破断強度の測定 










alkaline phosphatase）は既報に従い測定した（Omi et al., 1994b）．P-ニトロフェニルリ
ン酸基質法により測定した．100mM p-Nitrophenylphosphatase (P-NPP)，50mM MgCl2・
6H2O，1M 2-amino-2-methel-1,3propane-diol-HCL（pH10.0）を各 10ml ずつメスフラス
コに加え，蒸留水で全量が 100ml になるようにメスアップし，これを反応溶液とした．試
験管に血清を 0.05ml 入れ 56℃の恒温槽で 10 分間の熱処理をし，反応溶液を 3ml を加え，
37℃で 30 分間の呈色反応を行い，1N NaOH 1.0ml で反応を停止させた．その後，2000rpm
で 15 分間の遠心分離した後，分光光度計（セルポジションナ CPS-260，島津製作所）を用
いて 420nm の吸光度を測定した（過程 1）．また，血清を最初の行程の恒温槽での熱処理を
せずに，反応溶液を加える以降過程 1 と同様の手順で実験を行い，吸光度を測定した（過
程 2）．過程 2 から過程 1 を引き，BAP 活性を求めた． 
骨吸収マーカーである血清中酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP; 
Trateate-resistance acid phosphatase）は既報（Omi et al., 1994b）に従い，p-ニトロフ
ェニルリン酸を用いた Sessey-Lowry 法により測定した．試験管に血清を 0.05ml 入れ，
100mM p-NPP，200mM sodium citrate buffer，200mM sodium chloraide，80mM 
L(+)-sodium tartrate を含む混合液 1.0ml を入れ，37℃の恒温槽で 60 分間の呈色反応
を行った．その後， 1NNaOH 0.25ml を試験管に加え，反応を停止させ，420nm における
比色法で吸光度を測定した． 
 骨吸収マーカーである尿中 deoxypyridinoline (DPD)は Metra DPD EIA Kit（Quidel 社, 
























5 に示した．なお，Figure 9 では，図が煩雑になることを避けるため，図中に有意差記号を
示さなかった．実験期間中の SED-FR 群，EX-FR 群の摂食量の制限は続いた．実験期間中
の平均摂食量，エネルギー摂取量，エネルギー有効性は，運動と食餌制限の有意な交互作
用が生じた．摂食量，エネルギー摂取量は，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示し，
SED 群と比較して EX-FR 群が有意な低値を示し，EX 群と比較して EX-FR 群が有意な低
値を示した．エネルギー有効性は，SED 群と比較して EX-FR 群が有意な低値を示し，EX
群と比較して EX-FR 群が有意な低値を示し，SED-FR 群と比較して EX-FR 群が有意な低
値を示した．実験期間中の走行距離，運動によるエネルギー消費量は，EX 群と EX-FR 群
間に有意な差は認められなかった．一方で，毎週の平均走行距離は，8 週齢，9 週齢，16
週齢時において，EX 群と比較して EX-FR 群が有意な高値を示した．最終週である 19 週齢
時の平均走行距離は EX 群と EX-FR 群間に有意な差は認められなかったものの，EX-FR 群
は EX 群の 163%の走行距離となった．走行周期の総合スペクトルパワーにおける 0.2～0.3








Figure 9. Changes in food intake (A), running distance (B), energy availability (C), body 
weight (D). 
Points are means ± SE. However, the SE might not be noticeable in the figure if it was small. Food 
intake, and energy availability, body weight, were measured every other day, and running distance 
was measured every day. The value of body weight is expressed as the mean at the beginning of 
every week. The values of food intake, running distance and energy availability are expressed as the 
mean of the weekly average for each parameter. 
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Table 5. Food intake, running distance, and energy availability. 
 
Values are expressed as means ± SE. Data were analyzed by two-way ANOVA. If a result showed 
significant interaction (p<0.05), the Bonferroni multiple comparison test was used to determine 
specific differences between means. 
# p<0.05 for vs. SED group, * p<0.05 for vs. EX group, † p<0.05 for vs. SED-FR group.  
1
 Energy intake was calculated by multiplying the amount of daily food intake in grams by the 
energy content of the food (3.73 kcal/g). 
2
 Data were analyzed by student's t test. 
3
 To quantify the periodic component at about 4- or 5- day observed in the temporal profile of the 
running distance, we estimated the power in the frequency band from 0.2 to 0.3 Hz using spectral 
analysis of the detrended time series. Moreover, to exclude the interindividual difference in the total 
power affecting the local power, we also computed the proportion of the power spectrum of the 
running distance from 0.2 to 0.3 Hz in the total power spectrum. 
4
 Exercise induced energy expenditure from daily wheel running was calculated as 5.0 kcal/kg body 
weight times kilometers run (Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989). 
5 








実験期間中の毎週始まり日の体重の変化を Figure 9 に，実験期間終了後の体重，臓器重





用が生じ，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示し，SED-FR 群と比較して EX-FR
群が有意な低値を示した．子宮重量は，運動と食餌制限の有意な交互作用が生じ，EX 群，
SED-FR 群と比較して EX-FR 群が有意な低値を示した．副腎重量は，各群間に有意な差は
認められなかった． 
Table 6. Body weight and internal organ weight. 
 
Values are expressed as means ± SE. Data were analyzed by two-way ANOVA. If a result showed 
significant interaction (p<0.05), the Bonferroni multiple comparison test was used to determine 
specific differences between means. 





大腿骨破断力，大腿骨破断エネルギーを Figure 10 に示した．大腿骨破断力，大腿骨破断
エネルギーは，運動と食餌制限の有意な交互作用が生じ，SED 群と比較して EX 群が有意
な高値を示し，SED群と比較してSED-FR群が有意な低値を示し，EX群と比較してEX-FR




Figure 10. Breaking force and energy of femur. 
A: Breaking force of femur. B: Breaking energy of femur C: Data were analyzed by 
two-way ANOVA. 
Bars are expressed as means ± SE. Data were analyzed by two-way ANOVA. If a result 
showed significant interaction (p<0.05), the Bonferroni multiple comparison test was used to 
determine specific differences between means. 






腰椎骨密度，脛骨骨密度を Figure 11 に示した．腰椎骨密度，脛骨総骨密度，脛骨近位部
骨密度，脛骨骨幹部骨密度は，運動と食餌制限の有意な交互作用が生じ，EX 群，SED-FR








Figure 11. BMD of lumbar spine and tibia. 
A: BMD of lumbar spine. B: BMD of total tibia. C: BMD of proximal metaphysis tibia. D: BMD of 
diaphysis tibia. E: Data were analyzed by two-way ANOVA. 
Bars are expressed as means ± SE. Data were analyzed by two-way ANOVA. If a result showed 
significant interaction (p<0.05), the Bonferroni multiple comparison test was used to determine 
specific differences between means. 








を Table 7 に示した．大腿骨湿重量，大腿骨乾燥重量，大腿骨灰化重量，大腿骨長，腰椎骨
塩量，腰椎骨面積は，運動と食餌制限の有意な交互作用が生じ，SED 群と比較して SED-FR





して EX 群が有意な高値を示し，EX 群，SED-FR 群と比較して EX-FR 群が有意な低値を
示した．脛骨総骨面積，脛骨近位部骨塩量は，運動と食餌制限の有意な交互作用が生じ，
SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示し，SED-FR 群が有意な低値を示し，EX 群と
比較して EX-FR 群が有意な低値を示した．脛骨近位部骨塩量は，運動と食餌制限の有意な
交互作用が生じ，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示し，SED-FR 群が有意な低値











Table 7. Bone weight, bone size, BMC, and bone area. 
 
Values are expressed as means ± SE. Data were analyzed by two-way ANOVA. If a result showed 
significant interaction (p<0.05), the Bonferroni multiple comparison test was used to determine 
specific differences between means. 









血清 BAP，血清 TRAP，尿中 DPD，尿中カルシウム排出を Table 8 に示した．血清 BAP，
血清 TRAP，尿中 DPD，尿中カルシウム排出は，運動と食餌制限の有意な交互作用は生じ




Table 8. Bone metabolic marker and urine calcium. 
 

























長を含む生理的機能の低下を引き起こす（Loucks et al., 2011）．そのため，自発走運動下
の食餌制限はエネルギー有効性低値により体重増加を抑制し（Figure 9），子宮重量を低値
とした（Table 6）ことが考えられる． 
自発走運動下の食餌制限は子宮重量を低値とし（Table 6），全走行周期における 4～5 日
に 1 度の走行距離増加周期の割合を低値としたことから（Table 5），エストロゲン分泌量減
少と性周期異常を引き起こしたことが示唆される．先行研究において，エストロゲン欠乏









し，8 週齢，9 週齢，16 週齢時の平均走行距離の有意な増加を引き越こした．最終週である
19 週齢時の平均走行距離は自由摂食の 163%の走行距離とした．雌ラットにおいて，食餌
制限により過活動が生じる際は，血中コルチコステロン濃度が高値のストレス状態にある


















































める IGF-1 の分泌量を低値とする（Ihle & Loucks, 2004）．エネルギー有効性低値がエス
トロゲン分泌の変化を引き起こす機構には，血糖値維持のためコルチゾールの増加が生じ
（Misra, 2014），ストレス状態となることが関与している．コルチゾールは，黄体化ホル
モン分泌量を低下させるホルモンであり（Breen et al., 2008），血中コルチゾール濃度と黄
















を獲得し，血中 IGF-1 濃度が低値となる（Misra et al., 2003）．血中 IGF-1 濃度は，発育
期雌ラットにおいて安静条件下での食餌制限により低値となることが報告されており























































Figure 12. The summary of results in experiment 1-2.  
This figure demonstrates the summary of results in experiment 1-2 and the mechanism of low bone 
strength caused by the interaction of exercise and food restriction in young female rats. The square 
written by line demonstrates experiment design, the square written by double line demonstrates 
results, and the square written by dotted line demonstrates speculation. We consider the low bone 
strength caused by the interaction of exercise and food restriction through low estrogen, low IGF-1, 


























 本課題で作成した上記の特徴をもつ発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルを用い
て，研究課題 2 では栄養による予防策の検討を行うこととした．  
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ⅴ章 研究課題 2  




研究課題 2 では，発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルを用いて，思春期の FAT
の低骨密度の予防策として考えられている高カルシウム摂取（Manore, 2002）（Meyer et al., 









密度増加効果が報告されているためである（Nowson et al., 1997）（Stear et al., 2003）












FAT の低骨密度は，エネルギー有効性低値が大きな要因と考えられており（Nattiv et al., 














 以上のことから，本課題では，発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対する高
カルシウム摂取・エネルギー充足の予防効果を明らかにすることを目的とした．研究課題
2-1 では，発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対する高カルシウム摂取の予防





考えられる．そこで，研究課題 2-3 では，発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに
対する高カルシウム摂取・エネルギー充足併用の予防効果の検討を行った．また，各課題















 実験計画を Figure 13 に示した. 7 週齢の SD 系雌ラットを 1 週間の予備飼育後に，安静
群（SED 群，n=7），運動群（EX 群，n=7），運動‐食餌制限群（EX-FR 群，n=7），運動
‐食餌制限＋高カルシウム食群（EX-FR+Ca 群，n=8）に分け， 12 週間の飼育を行った．
運動条件，普通食食餌組成，飼育室環境は研究課題 1-1 と同様の方法を用いた．食餌制限は
研究課題 1-2 と同様の方法を用いた．EX-FR+Ca 群には普通食ではなく，普通食の 2 倍の
カルシウム含有量である 1.2％カルシウム含有量の高カルシウム食を制限量与えた．高カル
シウム食と普通食の食餌組成を Table 9 に示した．なお，本実験は筑波大学における動物実
験の倫理審査の承認を受け実施した． 
 
Figure 13. Experimental design. 
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Table 9. Compositions of the experimental diets. 
 
Compositions of the experimental normal diet were determined as previous study (Suda et al., 
1970). Normal diet contained 0.6% Ca and 0.6% P. High-Ca diet contained 1.2% Ca and 0.6% P.  
1
Casein contained 0.22 mg calcium/g and 4mg phosphorus/g. 
2 
The water-soluble vitamin mixture(in%): thiamin, 0.5; riboflavin, 0.5; pyridoxine, 0.5; calcium 
pantothenate, 2.8; nicotinamide, 2.0; inositol, 20.0; folic acid, 0.02; vitamin B12, 0.002; biotin, 0.01; 
and glucose monohydrate, 73.7. 
3 
The rats received a supplement of the following oil –soluble vitamins in cottonseed oil three times a 
week: β-carotene, 70μg; 2-methyl-1.4-naphthoquinone, 105μg; α-tocopherol, 875μg; and vitamin D3, 
525IU. 
4 
Ca- and P-free salt mixture(in%): KCl, 57.7; NaCl, 20.9; MgSO4, 17.9; FeSO4･7H2O , 3.22; 
CuSO4・5H2O, 0.078; NaF, 0.133; CoCl2・6H2O, 0.004; KI, 0.01; MnSO4・5H2O, 0.06; ZnSO4・7H2O, 







研究課題 1-1 と同様に行った．加えて，本飼育 79 日目にラットを代謝ケージに移し，24









2-2-Ⅳ. 走行周期の評価  
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
2-2-Ⅴ. 大腿骨重量および長さの測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
2-2-Ⅵ. 大腿骨破断強度の測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
2-2-Ⅶ. 腰椎および脛骨骨塩量，骨面積，骨密度の測定 










シウム排出量の測定を行った．糞は 550～600℃の乾燥機（Hi-temp Oven, DR200, 









データは全て mean±SE で表した．EX 群，EX-FR 群，EX-FR+Ca 群の差の検定に，一
元配置の分散分析を用いた．群間に有意な差が認められた場合，Tukey’s 多重比較検定を行
い，各群間の差を検定した．SED 群の値は運動の効果を評価するためのみに用い，EX 群
と対応のない t 検定を用いて差を検討した．統計ソフトは SPSS（version 19.0 J; SPSS Inc, 






実験期間中の平均摂食量，走行距離，エネルギー有効性を Table 10 に示した．普通食摂
食量，カルシウム摂取量，エネルギー摂取量は，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を
示した．普通食摂食量，カルシウム摂取量，エネルギー摂取量，走行周期の総合スペクト
ルパワーにおける 0.2～0.3 ヘルツスペクトルパワー割合，エネルギー有効性は，EX 群と比
較して EX-FR 群が有意な低値を示した．カルシウム摂取量は，EX-FR 群と比較して
EX-FR+Ca 群が有意な高値を示した．カルシウム摂取量以外の項目は EX-FR 群と
EX-FR+Ca 群間に有意な差は認められなかった．摂食量，エネルギー摂取量，走行周期の
総合スペクトルパワーにおける 0.2～0.3 ヘルツスペクトルパワー割合，エネルギー有効性
は，EX 群と比較して EX-FR+Ca 群が有意な低値を示し，カルシウム摂取量は EX 群と比
















Table 10. Food intake, running distance, and energy availability. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group 
and EX group to assess the effect of exercise. *p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, and 
EX-FR+Ca groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 
alphabet are significantly different.  
1
 Energy intake was calculated by multiplying the amount of daily food intake in grams by the 
energy content of the food (normal diet, 3.73 kcal/g; high-Ca diet, 3.68 kcal/g). 
2
 To quantify the periodic component at about 4- or 5- day observed in the temporal profile of the 
running distance, we estimated the power in the frequency band from 0.2 to 0.3 Hz using spectral 
analysis of the detrended time series. Moreover, to exclude the interindividual difference in the total 
power affecting the local power, we also computed the proportion of the power spectrum of the 
running distance from 0.2 to 0.3 Hz in the total power spectrum. 
3
 Exercise induced energy expenditure from daily wheel running was calculated as 5.0 kcal/kg body 
weight times kilometers run (Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989). 
4 








体重，臓器重量を Table 11 に示した．最終体重，腹腔内脂肪重量は，SED 群と比較して




重量，子宮重量，副腎重量，胸腺重量は，EX 群と比較して EX-FR+Ca 群が有意な低値を
示した． 
 
Table 11. Body weight and internal organ weight. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group 
and EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
and EX-FR+Ca groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 








大腿骨破断力，大腿骨破断エネルギーを Figure 14 に示した．大腿骨破断力，大腿骨破断
エネルギーは，SED 群と比較して EX 群が有意な高値を示し，EX 群と比較して EX-FR 群






Figure 14. Breaking force and energy of femur. 
A: Breaking force of femur. B: Breaking energy of femur  
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, and 
EX-FR+Ca groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 








腰椎骨密度，脛骨骨密度を Figure 15 に示した．腰椎骨密度は，EX 群と比較して EX-FR
群が有意な低値を示した．脛骨総骨密度，脛骨近位部骨密度，脛骨骨幹部骨密度は，EX 群
と比較して EX-FR 群が有意な低値を示した．腰椎骨密度，脛骨総骨密度，脛骨近位部骨密
度，脛骨骨幹部骨密度は，EX-FR 群と EX-FR+Ca 群間に有意な差は認められず，EX 群と
比較して EX-FR+Ca 群が有意な低値を示した． 
 
Figure 15. BMD of lumbar spine and tibia. 
A: BMD of lumbar spine. B: BMD of total tibia. C: BMD of proximal metaphysis tibia. D: BMD of 
diaphysis tibia. 
Bars are expressed as means ± SE. Data in EX, EX-FR, and EX-FR+Ene groups were analyzed by 






























Table 12. Bone weight, bone size, BMC, and bone area. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group 
and EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
and EX-FR+Ca groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 












血清 BAP，血清 TRAP，尿中 DPD を Table 13 に示した．各項目において，各群間に有
意な差は認められなかった． 
Table 13. Bone metabolic marker. 
 



















カルシウム出納試験の結果を Figure 16 に示した．カルシウム吸収量，カルシウム蓄積量
は，SED 群と EX 群間に有意な差は認められず，EX 群と比較して EX-FR 群は有意な低値
を示した．糞中カルシウム排出量，尿中カルシウム排出量，カルシウム吸収量，カルシウ
ム蓄積量は，EX-FR 群と比較して EX-FR+Ca 群が有意な高値を示した．また，糞中カルシ
ウム排出量，尿中カルシウム排出量はEX群と比較してEX-FR+Ca群が有意な高値を示し，






















Figure 16. Calcium(Ca) balance study. 
A: Fecal Ca excretion. B: Urinary Ca excretion. C: Amount of Ca absorption. D: Rate of Ca 
absorption. E: Amount of Ca accumulation. F: Rate of Ca accumulation. 
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, and 
EX-FR+Ca groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 










































量に影響を与えなかった（Figure 15）（Table 12）．この結果は，発育期雌ラット（Creedon 


















ルシウム吸収率を有意な低値とせず，先行研究のエネルギー摂取制限（Cifuentes et al., 
2002）とは異なる結果だった．カルシウム摂取量が減少するとカルシウム吸収率が高まる

























る．一方で，Viguet-Carrin et al.（2014）は高カルシウム食によっても PTH に影響が認め
らなかったという報告している．Chen et al.（2002）は発育期雌ラットに対し高カルシウ






や，IGF-1 と同じく FAT の低骨強度の調節因子と考えられるエストロゲン，カルシウム代













Figure 17. The summary of results in experiment 2-1.  
This figure demonstrates the summary of results in experiment 2-1 and the mechanism of the 
preventive effect of calcium supplementation on weak bones caused caused by the interaction of 
exercise and food restriction in young female rats. The square written by line demonstrates an 
experiment design, the square written by double line demonstrates results, and the square written by 
dotted line demonstrates speculation. We consider that calcium supplementation had a positive effect 
on bone strength through the prevention of low IGF-1. Meanwhile, we consider that the effect was 
not sufficient to prevent lower bone strength because of low energy availabitity and inadequate 
















 実験計画を Figure 18 に示した. 7 週齢の SD 系雌ラットを 1 週間の予備飼育後に，安静
群（SED，n=7）， 運動群（EX 群，n=7），運動‐食餌制限群（EX-FR 群，n=7），運動‐
食餌制限＋エネルギー補給群（EX-FR＋Ene 群，n=8）に分け，12 週間の飼育を行った．
運動条件，食餌組成，飼育室環境は研究課題 1-1 と同様の方法を用いた．食餌制限は研究課














研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅲ. エネルギー有効性の算出 





3-2-Ⅳ. 走行周期の評価  
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅴ. 大腿骨重量および長さの測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅵ. 大腿骨破断強度の測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅶ. 腰椎および脛骨骨塩量，骨面積，骨密度の測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅷ. 骨代謝マーカーの測定 





研究課題 2-1 と同様に行った． 
 
3-2-Ⅹ. 統計処理 
データは全て mean±SE で表した．EX 群，EX-FR 群，EX-FR＋Ene 群の差の検定に，
一元配置の分散分析を用いた．群間に有意な差が認められた場合，Tukey’s 多重比較検定を
行い，各群間の差を検定した．SED 群の値は運動の効果を評価するためのみに用い，EX 群
と対応のない t 検定を用いて差を検討した．統計ソフトは SPSS（version 19.0 J; SPSS Inc, 




















実験期間中の平均摂食量，走行距離，エネルギー有効性を Table 14 に示した．SED 群，
EX 群，EX-FR 群の結果は研究課題 2-1 と同様である．総摂食量，エネルギー摂取量，走
行周期の総合スペクトルパワーにおける 0.2～0.3 ヘルツスペクトルパワー割合，エネルギ
ー有効性は EX-FR 群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な高値を示した．普通食摂取量，カ
ルシウム摂取量は，EX 群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な低値を示し，総摂食量は，EX
群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な高値を示した．エネルギー摂取量，走行周期の総合
スペクトルパワーにおける 0.2～0.3 ヘルツスペクトルパワー割合，エネルギー有効性は EX
群と EX-FR+Ene 群間に有意な差は認められなかった．平均走行距離は各群間に有意な差
























Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group 
and EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
and EX-FR+Ene groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 
alphabet are significantly different.  
1
 Energy intake was calculated by multiplying the amount of daily food intake in grams by the 
energy content of the food (normal diet, 3.73 kcal/g; glucose, 3.36 kcal/g). 
2
 To quantify the periodic component at about 4- or 5- day observed in the temporal profile of the 
running distance, we estimated the power in the frequency band from 0.2 to 0.3 Hz using spectral 
analysis of the detrended time series. Moreover, to exclude the interindividual difference in the total 
power affecting the local power, we also computed the proportion of the power spectrum of the 
running distance from 0.2 to 0.3 Hz in the total power spectrum. 
3
 Exercise induced energy expenditure from daily wheel running was calculated as 5.0 kcal/kg body 
weight times kilometers run (Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989). 
4 








体重，臓器重量を Table 15 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群の結果は研究課題 2-1
と同様である．最終体重，腹腔内脂肪重量，足底筋重量，ヒラメ筋重量，子宮重量，胸腺
重量は EX-FR 群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な高値を示した．各項目において，EX











Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group 
and EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
and EX-FR+Ene groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 









大腿骨破断力，大腿骨破断エネルギーを Figure 19 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR
群の結果は研究課題 2-1 と同様である．大腿骨破断力，大腿骨破断エネルギーは，EX-FR
群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な高値を示した．さらに，大腿骨破断力は，EX 群と
EX-FR+Ene 群間に有意な差は認められなかったが，大腿骨破断エネルギーは，EX 群と比








Figure 19. Breaking force and energy of femur. 
A: Breaking force of femur. B: Breaking energy of femur  
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, and 
EX-FR+Ene groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 









腰椎骨密度，脛骨骨密度を Figure 20 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群の結果は研
究課題 2-1 と同様である．脛骨総骨密度，脛骨近位部骨密度，脛骨骨幹部骨密度は，EX-FR
群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な高値を示した．各項目において，EX 群と EX-FR+Ene
群間に有意な差は認められなかった． 
 
Figure 20. BMD of lumbar spine and tibia. 
A: BMD of lumbar spine. B: BMD of total tibia. C: BMD of proximal metaphysis tibia. D: BMD of 
diaphysis tibia. 
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, and 
EX-FR+Ene groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 




を Table 16 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群の結果は研究課題 2-1 と同様である．大
腿骨湿重量，大腿骨乾燥重量，大腿骨灰化重量，大腿骨長，腰椎骨塩量，腰椎骨面積，脛
骨総骨塩量，脛骨総骨面積，脛骨近位部骨塩量，脛骨近位部骨面積，脛骨骨幹部骨塩量，
脛骨骨幹部骨面積は，EX-FR 群と比較して EX-FR+Ene 群が有意な高値を示し，EX 群と























Table 16. Bone weight, bone size, BMC, and bone area. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group 
and EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
and EX-FR+Ene groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 












血清 BAP，血清 TRAP，尿中 DPD を Table 17 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群の
結果は研究課題 2-1 と同様である．各項目において，EX-FR 群と EX-FR+Ene 群間に有意
な差は認められなかった． 
Table 17. Bone metabolic marker. 
 


















カルシウム出納試験の結果を Figure 21 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群の結果は
研究課題 2-1 と同様である．カルシウム吸収量は，EX 群と比較して EX-FR+Ene 群が有意






















Figure 21. Ca balance study. 
A: Fecal Ca excretion. B: Urinary Ca excretion. C: Amount of Ca absorption. D: Rate of Ca 
absorption. E: Amount of Ca accumulation. F: Rate of Ca accumulation. 
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, and 
EX-FR+Ene groups were analyzed by the Tukey’s post hoc comparison test. Means with unlike 
alphabet are significantly different. 
3-4. 考察 
 本研究では，発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対するエネルギー充足の予
防効果の検討を行った．FAT の低骨強度モデルとなる自発走運動下の食餌制限条件に対し，
エネルギー補給を行い検討した．自発走運動下の食餌制限条件でのエネルギー補給は，エ












































































































Figure 22. The summary of results in experiment 2-2.  
This figure demonstrates the summary of results in experiment 2-2 and the mechanism of the 
preventive effect of adequate energy intake on weak bones caused caused by the interaction of 
exercise and food restriction in young female rats. The square written by line demonstrates an 
experiment design, the square written by double line demonstrates results, and the square written by 
dotted line demonstrates speculation. We consider that adequate energy intake had a positive effect 
on bone strength through the prevention of through low estrogen, low IGF-1, low Ca accumulation. 
Meanwhile, we consider that the effect was not sufficient to prevent lower bone strength because of 














































































 実験計画を Figure 23 に示した. 7 週齢の SD 系雌ラットを 1 週間の予備飼育後に，安静
群（SED 群，n=7）， 運動群（EX 群，n=7），運動‐食餌制限群（EX-FR 群，n=7），運動
‐食餌制限＋カルシウム補給群（EX-FR＋Ca 群，n=8），運動‐食餌制限＋エネルギー補給
群（EX-FR＋Ene 群，n=8），運動‐食餌制限＋エネルギー補給＋カルシウム補給群
（EX-FR+CaEne 群，n=8）に分け， 12 週間の飼育を行った．運動条件，普通食食餌組成，




Figure 23. Experimental design. 
 
4-2-Ⅱ. 飼育期間中および解剖時の測定・試料採取 










4-2-Ⅳ. 走行周期の評価  
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
4-2-Ⅴ. 大腿骨重量および長さの測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
4-2-Ⅵ. 大腿骨破断強度の測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
4-2-Ⅶ. 腰椎および脛骨骨塩量，骨面積，骨密度の測定 
研究課題 1-1 と同様に行った． 
 
4-2-Ⅷ. 骨代謝マーカーの測定 
研究課題 1-2 と同様に行った． 
 
4-2-Ⅸ. カルシウム出納の測定 





データは全て mean±SE で表した．EX 群，EX-FR 群，EX-FR＋Ca 群，EX-FR＋Ene
群，EX-FR+CaEne 群の差の検定に，一元配置の分散分析を用いた．群間に有意な差が認
められた場合，Tukey’s 多重比較検定を行い，各群間の差を検定した．SED 群の値は運動
の効果を評価するためのみに用い，EX 群と対応のない t 検定を用いて差を検討した．統計







実験期間中の平均摂食量，走行距離，エネルギー有効性を Table 18 に示した．SED 群，
EX 群，EX-FR 群，EX-FR+Ca 群，EX-FR+Ene 群の結果は研究課題 2-1，2-2 と同様であ
る． 総摂食量，カルシウム摂取量，エネルギー摂取量，走行周期の総合スペクトルパワー
における 0.2～0.3 ヘルツスペクトルパワー割合，エネルギー有効性は EX-FR 群と比較して
EX-FR+CaEne 群が有意な高値を示した．普通食摂取量は，EX 群と比較して
EX-FR+CaEne 群が有意な低値を示し，総摂食量，カルシウム摂取量，エネルギー摂取量
は，EX 群と比較して EX-FR+CaEne 群が有意な高値を示した．走行周期の総合スペクト





















Table 18. Food intake, running distance, and energy availability. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and EX group to assess the effect of exercise.  
* p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 
comparison test. Means with unlike alphabet are significantly different.  
1
 Energy intake was calculated by multiplying the amount of daily food intake in grams by the energy content of the food (normal diet, 3.73 kcal/g; 
high-Ca diet, 3.68 kcal/g; glucose, 3.36 kcal/g).  
2
 To quantify the periodic component at about 4- or 5- day observed in the temporal profile of the running distance, we estimated the power in the 
frequency band from 0.2 to 0.3 Hz using spectral analysis of the detrended time series. Moreover, to exclude the interindividual difference in the total 
power affecting the local power, we also computed the proportion of the power spectrum of the running distance from 0.2 to 0.3 Hz in the total power 
spectrum. 
3
 Exercise induced energy expenditure from daily wheel running was calculated as 5.0 kcal/kg body weight times kilometers run (Anantharaman-Barr & 
Decombaz, 1989). 
4 




体重，臓器重量を Table 19 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群，EX-FR+Ca 群，
EX-FR+Ene 群の結果は研究課題 2-1，2-2 と同様である． 最終体重，腹腔内脂肪重量，足
底筋重量，子宮重量，胸腺重量は EX-FR 群と比較して EX-FR+CaEne 群が有意な高値を






















Table 19. Body weight and internal organ weight. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and EX group to assess the effect of exercise.  
* p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 




大腿骨破断力，大腿骨破断エネルギーを Figure 24 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR
群，EX-FR+Ca 群，EX-FR+Ene 群の結果は研究課題 2-1，2-2 と同様である．大腿骨破断
力，大腿骨破断エネルギーは，EX-FR 群と比較して EX-FR+CaEne 群が有意な高値を示し




Figure 24. Breaking force and energy of femur. 
A: Breaking force of femur. B: Breaking energy of femur  
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in Data in EX, EX-FR, 
EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 







腰椎骨密度，脛骨骨密度を Figure 25 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群，EX-FR+Ca
群，EX-FR+Ene 群の結果は研究課題 2-1，2-2 と同様である．脛骨総骨密度，脛骨近位部
骨密度，脛骨骨幹部骨密度は，EX-FR 群と比較して EX-FR+CaEne 群が有意な高値を示し




Figure 25. BMD of lumbar spine and tibia. 
A: BMD of lumbar spine. B: BMD of total tibia. C: BMD of proximal metaphysis tibia. D: BMD of 
diaphysis tibia. 
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 
































Table 20. Bone weight, bone size, BMC, and bone area. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and EX group to assess the effect of exercise. 
* p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 




血清 BAP，血清 TRAP，尿中 DPD を Table 17 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群の
結果は研究課題 2-1 と同様である．SED 群，EX 群，EX-FR 群，EX-FR+Ca 群，EX-FR+Ene
群の結果は研究課題 2-1，2-2 と同様である．血清 BAP 活性，血清 TRAP 活性は，EX-FR+Ca



















Table 21. Bone metabolic marker. 
 
Values are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and EX group to assess the effect of exercise. 
* p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 




カルシウム出納試験の結果を Figure 26 に示した．SED 群，EX 群，EX-FR 群，EX-FR+Ca
群，EX-FR+Ene 群の結果は研究課題 2-1，2-2 と同様である．カルシウム吸収量，カルシ
ウム蓄積量は，EX-FR 群と比較して EX-FR+CaEne 群が有意な高値を示した．また，糞中
カルシウム排出量は EX 群と比較して EX-FR+CaEne 群が有意な高値を示し，カルシウム









Figure 26. Ca balance study. 
A: Fecal Ca excretion. B: Urinary Ca excretion. C: Amount of Ca absorption. D: Rate of Ca 
absorption. E: Amount of Ca accumulation. F: Rate of Ca accumulation. 
Bars are expressed as means ± SE. Unpaired t tests were used to compare results for SED group and 
EX group to assess the effect of exercise. * p<0.05 for versus EX group. Data in EX, EX-FR, 
EX-FR+Ca, EX-FR+Ene,and EX-FR+CaEne groups were analyzed by the Tukey’s post hoc 
comparison test. Means with unlike alphabet are significantly different. 
4-4. 考察 



























Figure 27. The summary of results in experiment 2-3.  
This figure demonstrates the summary of results in experiment 2-3 and the mechanism of the 
 125 
 
preventive effect of calcium supplementation and adequate energy intake on weak bones caused 
caused by the interaction of exercise and food restriction in young female rats. The square written by 
line demonstrates an experiment design, the square written by double line demonstrates results, and 












研究課題 2-1 では，FAT の低骨強度モデルの低骨強度を高カルシウム摂取は軽減するも
のの，予防しないことが明らかになった．加えて，FAT の低骨強度モデルに生じる骨長獲
得抑制や，低骨強度以外の FAT の 2 主徴であるエネルギー有効性低値，性周期異常に，高
カルシウム摂取は影響を与えないことが明らかになった． 
研究課題 2-2 では，FAT の低骨強度モデルの低骨強度をエネルギー充足は軽減するもの
の，予防しないことが明らかになった．加えて，FAT の低骨強度モデルに生じる骨長獲得
抑制や，低骨強度以外の FAT の 2 主徴であるエネルギー有効性低値，性周期異常をエネル
ギー充足は予防することが明らかになった． 









































1. 発育期ラットにおいて自発走運動と食餌制限により作成された FAT の低骨強度モデル
の意義 
荷重運動による骨への荷重負荷は骨量を増加させる効果があり（Klein-Nulend et al., 
2012），日常的に荷重運動を行っているスポーツ競技者は非競技者よりも骨密度が高値とな
る一方で（Bennell et al., 1997）（Duncan et al., 2002）（Greene et al., 2005）（Nichol et al., 
2007），食事量の減少等により骨密度が低値となる女性競技者も存在する（Nichols et al., 
2006）（Barrack et al., 2008）（Hoch et al., 2009）．その低骨密度は FAT の 1 主徴として

















餌制限は，成熟期雌ラットにおいて低骨塩量（Dimarco et al., 2007）や低骨密度（Yanaka 
et al., 2012）を引き起こすこと，発育期雄ラットにおいて低骨強度や低骨密度を引き起こ





























合わせた方法により活動性食欲不振モデルとする方法（Routtenberg et al., 1967）
























すること（Manore, 2002）（Meyer et al., 2007）（Nattiv et al., 2007）や，エネルギー有
効性を適正に保つために充分なエネルギーを摂取すること（Nattiv et al., 2007）があげら
れているが，その効果は明らかになっていない．研究課題 1 において，発育期ラットにお










































が加わることがあるためである（Nattiv et al., 2007）．しかし，FAT の低骨強度は，食事
量減少を伴わない月経異常や，ホルモン分泌異常等が原因となることもある．本研究にお
いて明らかとなった FAT の低骨強度に対するカルシウム補給・エネルギー充足の予防効果
は，食事量減少による FAT の低骨強度に対する限定的なものであると考えられる． 

































FAT の低骨強度モデルを作成し，研究課題 2 では，そのモデルに対する高カルシウム摂取・
エネルギー充足の予防効果を行った． 
 
【研究課題 1】発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルの作成 


























て，研究課題 2 では栄養による予防策の検討を行った． 
 
【研究課題 2】発育期ラットにおける FAT の低骨強度モデルに対する高カルシウム摂取・
エネルギー充足の予防効果の検討 
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